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I N T R O D U C C I O N 
utilización de la técnica de cultivo de células se inició a 
principios de este Siglo con Harrison (1907) y A. Cairel (1912) 
(1, 2) y hasta hace 20 años existían solo 50 laboratorios en todo 
el nundo que la utilizsban; sin embargo su uso en toxicología en 
los últimos años se ha incrementado debido a varios motivos, 
entre los cuales están; 
1.— La cantidad de substancias químicas que aparecen en el mercada 
es muy grande y cada ves es de mayor importancia complementar 
las pruebas de toxicidad in vivo con pruebas in vi tro para 
que estas substancias reúnan los requerimientos establecidos 
para poder ser usadas por la industria manufacturera. 
2.— El éxito que se ha obtenido con los ensayos para determinar 
mutagenicidad en cultivo de células que han resultado ser 
extrapolables a los ensayos hechos in vivo. 
3.— El hecho de ser una técnica que permite realizar pruebas de 
toxicidad con un número de muestras grande en un período corto 
(lo cual no se puede hacer en animales de experimentación), 
además de ser económica. 
4.- El amento del número de grupos de campañas en contra de la 
experimentación animal (antiviviseccionistas), que ha llevado 
al desarrollo de los llamados métodos de pruebas alternativas 
siendo el cultivo de células uno de ellos. 
Hasta ahora el canfio de cultivo de células en el área de la Toxi-
co logia es aún pequeño debido a que la mayoría de los estudios 
toxicológicos han sido realizados desde hace sucho tiempo con 
preparaciones de órganos o animales totales; sin embargo dada la 
importancia que han adquirido actualmente los sistemas in vitro en 
las distintas áreas de investigación, el establecimiento de la 
técnica de cultivo de células es a la fecha una necesidad 
indispensable para el desarrollo de pruebas de toxicidad 
in vltro que permitan evaluar el potencial tóxico de substancias 
nuevas y/o conocidas y que complementen los resultados de toxici-
dad evaluada in vivo. 
Algunos autores han realizado amplios estudios de revisión acerca 
de la utilización del cultivo de células en pruebas toxicológicas 
asi como en relación a los métodos existentes para evaluar cito 
toxicidad in vi tro, señalando las características de cada uno de 
ellos así como sus posibles ventajas y/o inconvenientes (3—11). 
Los sistemas celulares utilizados por la mayoría de estos métodos 
pueden ser agrupados básicamente en dos: cultivos celulares pri-
marios y líneas celulares. 
Referente a la utilización de cultivos celulares primarios en 
pruebas toxicológicas, éstos son preferidos por algunos autores de 
bido a que en ellos las células conservan aunque sea por corto 
tiempo (2—5 días) las funciones del órgano del cual provienen. 
Sin embargo con excepción del cultiva primario de hepatocitoe en 
el cual se puede evaluar el potencial tóxico de una substancia 
en relación a la actividad netabólica celular* (12—18) el resto 
de sistemas organoespecífieos (cultivos primarios de riñon, co-
razón, pulmón) resultan caros e ineficientes para ser utiliza-
dos cono pruebas toxicológieas de rutina. 
Las lineas celulares en cambio han sido ampliamente utilizadas en 
los últimos años para la realización de pruebas de toxicidad 
in vitro ya que estas resultan más económicas y de más fácil 
manejo que los cultivos celulares primarios. 
Existe a la fecha una gran cantidad de lineas celulares obtenidas 
de diferentes órganos y especies las cuales han sido propuestas 
para valorar toxicidad celular in vitro (9, 19). 
El tipo, origen y número de lineas celulares empleadas por cada 
investigador son muy variables y existe la tendencia a la reali-
zación de las pruebas de toxicidad en varias lineas celulares. 
Una pregunta que surge cuando se pretende establecer un sistema 
celular para el rastreo de toxicidad in vitro es ¿Qué línea o lí 
neas celulares se deben elegir? y si se deben utilizar las mismas 
líneas celulares para valorar la citotoxicidad de cualquier com-
puesto o éstas se deben seleccionar en relación al probable ór-
gano blanco de toxicidad del mismo. 
Ya que una de las desventajas de las lineas celulares en relación 
a los cultivas celulares primarios es que en éstas hay una 
pérdida de la mayoría de las funciones orgactoespecíflcas (20) y 
solo conservan funciones básicas para su subsistencia las cuales 
son comunes a todas ellas se planteó la posibilidad de que 
las líneas celulares provenientes de diferentes órganos pudieran 
tener una respuesta semejante de sensibilidad general ln vitro 
en relación a la citotoxicidad de un compuesto, independientemen-
te del órgano del cual provienen. 
Al respecto existen reportes en la literatura de diferentes estu-
dios que han sido realizados utilizando dos o más lineas celula-
res (21—36). Estos estudios sin embargp presentan el inconve-
niente de haber sido efectuados mezclando el tipo (neoplásicas, 
benignas), origen (mesenquimatoso, epitelial) y especie (huma-
no, rata, ratón) en cuanto a las Líneas celulares utilizadas; ya 
que mientras que algunos autores han comparado líneas celulares 
benignas o neoplásicas humanas con líneas neoplásicas de ratón 
otros, han comparado líneas neoplásicas humanas con líneas benig-
nas de rata o lineas benignas de rata con lineas neoplásicas de 
ratón; ésto ha ocasionado que no se pueda generalizar en cuan-
to a los resultados obtenidos ya sea de semejanza o de dife-
rencia en la sensibilidad de las distintas lineas celulares utili 
zadaa. la existencia de este tipo de reportes en la literatura 
habla sin embargo de la controversia en cuanto a la sensibilidad 
y uso de diferentes líneas celulares en las pruebas de 
toxicidad in vitro. 
El presente trabajo fué realizado con el propósito de contar coa 
un estudio sistemático efectuado con diferentes lineas celulares 
de una mi' nmn especie y un sismo origen (benigno) que DOS permita 
establecer la diferencia o semejanza en cuanto a la susceptl— 
bilídad general de las lineas celulares provenientes de dis-
tintos órganos y de esta forma valorar la necesidad del estableci-
miento de baterías de líneas celulares representativas de 
cada órgano para la realización de pruebas de toxicidad general 
in vitro o bien establecer si una o dos líneas celulares pueden 
ser suficientes para representar el potencial citotóxico de una 
substancia hacia otras líneas celulares de la misma especie. 
Para el desrrollo de este trabajo se utilizaron 6 líneas ce-
lulares benignas de rata provenientes de hígado, riñon, intes-
tino, corazón y piel en las cuales se determinaron los valores de 
citotoxicidad de 18 conpuestos clasificados en 6 grupos (meta-
les, simpaticomlméticos, xantinas, hipnóticos, anticolinérgicos y 
alcoholes). 
Ya que uno de los objetivos fundamentales de los estudios 
in vitro es contribuir en un futuro a la disminución del nú-
mero de animales utilizados en las pruebas de toxicidad in vivo, 
las líneas celulares elegidas en este estudio fueron de rata para 
que los resultados obtenidos sirvan de base para la reali-
zación de comparaciones posteriores de toxicidad in vitro-in vivo 
(Dl> en rata) y de esta forma valorar el potencial de las 3U 
pruebas de toxicidad in vitro en la predictividad de toxicidad 
in vivo. 
Las substancias utilizadas en este estudio forman parte de una 
lista propuesta por m programa de evaluación multicéntrica 
de cito toxicidad invito <KEIC] (37-39), con lo cual se pretende 
además que los resultado» obtenidos contribuyan para la va-
loración de la variabilidad de las pruebas de cito toxicidad rea-
lizadas en diferentes laboratorios. 
H I P O T E S I S 
Las líneas celulares benignas provenientes de diferentes 
órganos de una misma especie presentan una susceptibilidad 
semejante in vitro independientemente del órgano del cual 
provienen. 
M A T E R I A L Y M E T O D O S 
Reactivos; 
Bitartrato de adrenalina, bitartrato de noradrenalina, clor-
hidrato de isoproterenol, bromhidrato de escopolamina, metil— 
bromuro de hooatropina, sulfato de atropina, cafeína, pentoxi-
filina, teofilina, pentobarbital sódico e insulina de páncreas 
bovino fueron obtenidos de Sigma Chemical Company, Saint Louis 
MO., E.U.A.; trióxido de arsénico, hidrato de doral, barbital 
sódico (ácido 5, 5, dietilbarbitúrico), metanol, etanol, pro-
panol, cloruro de potasio, hidróxido de sodio y bicarbonato de 
sodio de Merck de México S.A.; cloruro de mercurio II, fosfato 
dibásico de sodio y fosfato monobásico de potasio de J.T. Ba-
ker Chemical Company, N.J., B.U.A. y sulfato de talio de Bayer 
de México S.A. 
Soluciones: 
A) Las soluciones con las substancias a ensayar fueron prepa-
radas cada vez que se realizaron las pruebas de toxicidad. 
El solvente utilizado fue agua libre de iones en todos los 
casos. El pH fue medido en un potenciómetro digital modelo 
3500 (Beckman Instruments Inc. Irvine, CA., E.U.A.). Las so 
luciones fueron esterilizadas por filtración antes de ser 
analizadas (filtros Milipore 0.22 mieras de diámetro de 
poro). 
B) La solución amortiguadora de fosfatos fue preparada disol-
viendo 0.24 g de KC1, 10 g de NaCl, 0.25 g de KH2P04 y 
1.44 g de Wa^HPO^ en un litro de agua libre de iones; el pH 
fue ajustado a 7.4 con hidróxido de sodio 1 N o HC1 1 N. 
La solución se esterilizó por filtración (filtros Mili-
pore 0.22 mieras de diámetro de poro) y se almacenó a tem-
peratura ambiente). 
C) La solución de tripsina 0.25% fue preparada disolviendo 
0.100 g de tripsina de páncreas bovino (Sigpa Chemical Co., 
Saint Louis NO., E.U.A.) en 40 mi. de solución amorti-
guadora de fosfatos pH 7.4; se esterilizó por filtración 
(filtros Kilipore 0.22 mieras de diámetro de poro) y se 
almacenó a 0°C. 
3.- Medio Nutritivos: 
Medio Dulbecco modificado Eagle (DME), medio Basai Eagle 
(BME), redio Ham F-12K (HF-1ZK), suero fetal bovino (SFB) y 
suero de ternera (ST) fueron obtenidos de Sigpa Chemical Co., 
Saint louis NO., B.U.A, 
Los medio de cultivo fueron preparados disolviendo 13.4 g 
de DME, 10.7 g de HF-12K 6 9.7 g de BME en un litro de agua 
libre de iones j posteriormente se agregó bicarbonato de sodio 
3.7 g, 1.176 g y 0.35 g para el DME, HF-12K y BME respectiva-
mente. El pH fue ajustado a 7.4 con hidróxido de sodio 1 N o 
HC1 1 N¡ se les esterilizó por filtración (filtros Kilipore 
lo 
0.22 úcres de diámetro de poro) y fueron »antenidos en refri-
geración (4—6°C) en frascos estériles. 
Los sueros fueron almacenados entre 0 y —4BC y una vez que 
fueron descongelados para su utilización se mantuvieron entre 
4 - 6"C. 
4.- Lineas Celulares: 
Las líneas celulares utilizadas fueron de origen epitelial be-
nigno y se obtuvieron de la American Type Culture Collection 
(ATCC), Rockvílle, Maryland, E.U.A. 
La tabla 1 muestra el tejido de origen, nombre y codificación 
de las mismas de acuerdo a el catálogo de la ATCC. 
La descongelación de las líneas celulares así cono su manejo 
durante el desarrollo de las pruebas de toxicidad se llevó a 
cabo dentro de una campana de flujo laminar (Venter de México 
S.A.) manteniéndose así un área de trabajo estéril; para admi-
nistrar o retirar medios de cultivo a las células se utilizó 
un pipeteador automático (American Scientific Products E.U.A.) 
Las pipetas, material de cristalería e instrumental de labora-
torio utilizados fueron esterilizados en autoclave (American 
Scientific Products E.U.A.) a 115°C durante una hora. 
5.- Mantenimiento de las Lineas celulares: 
Las células fueron sembradas en frascos de cultivo (Falcon 
T-25) y mantenidas en incubación a 37*C (Incubadora G.C.A. 
Precisión Scientific group, Chicago Illinois E.U.A.) nutrién-
T A B L A 1 
L I N E A S C E L U L A R E S U T I L I Z A D A S EN EL E S T U D I O 
T E J I D O DE O R I G E N N O M B R E C O D I G O A T C C * 
R I Ñ O N DE R A T A N R K - 5 2 E C R L 1 5 7 1 
P U L M O N DE R A T A L - 2 C C L 1 4 9 
I N T E S T I N O D E L G A D O 
DE R A T A IE C - 6 C R L 1 5 9 2 
H I G A D O DB R A T A C - 9 C R L 14 3 9 
C O R A Z O N DB R A T A H 9c 2 C R L -1446 
P I E L DE R A T A FR C RL 1 2 1 3 
• A m e r i c a n T y p e C u l t u r e C o l l e c t i o n 
doseles con medio y sueros específicos para cada una de 
ellas: HF-12K suplementado al 10% con 5FB para las células de 
hígado j pulirán, NDE suplenentado al 10% con SFB para las cé-
lulas de corazón y piel, HDE suplenentado al 5% con SFB y con 
10 ^ig de insulina/ni para las células de intestino y MDB su-
plenentado al 5% con 5T para las células de rifión. 
Cuando hubo confluencia celular o formación de monocapa en los 
frascos de cultivo se procedió a subcultivar las células (cada 
cuatro días aproximadamente), para lo cual el nedio de cultivo 
fue retirado y se efectuaron tres lavados celulares utilizando 
5 mi de solución amortiguadora de fosfatos para cada uno de 
ellos; posteriormente se agregó un mi. de tripsina 0.25% y se 
les Incubó a 37"C durante 10 a 15 minutos para desprender las 
células del substrato (tripsinización); después de este tiempo 
las células fueron resuapendidas en medio nutritivo suplenen-
tado con SFB o ST según la línea celular y se les transfirió a 
frascos de cultivo rotulando la fecha, tipo y pasaje celular 
correspondíentes« 
En el caso de las células de corazón el proceso de tripginiza— 
ción se efectuó antes de que las células hicieran monocapa 
para evitar una posible fusión celular de acuerdo a las indi-
caciones de la ATCC. 
6.- Procedimiento para el desarrollo de las Pruebas de Toxicidad; 
El día de la realización de las pruebas de toxicidad las mono-
capas celulares fueron resuspendidas de acuerdo a el procedi-
miento de tripsinazación ya mencionado y ae les mantuvo en me— 
dio nutritivo específico suplementado con suero. 
La densidad celular fue determinada en un hemoci tome tro 
4 
(Ehartnack R.F.A.) y ajustada a 5 x 10 células/ml. 
Las pruebas de toxicidad fueron realizadas en placas de titu-
lación de 96 celdillas, con fondo plano y tapa (Falcon 3072). 
Cada celdilla fue inoculada con 0.1 mi de medio nutritivo es-
pecífico para cada línea celular; posteriormente se agregaron 
0.05 al de la solución con la substancia a ensayar y se proce-
dió a hacer diluciones seriadas 1:3 en las celdillas teniendo 
al final 8 series de diluciones paralelas para cade substancia 
ensayada en un área de 5 x 8 celdillas de las placas de cada 
linea celular (Fig. 1). 
La tabla 2 muestra los nombres y grupos de los 18 compuestos 
evaluados. 
Finalmente todas las celdillas recibieron 0.1 mi de medio 
nutritivo auplementado con SFB o ST el cual contenía la sus-
pensión celular previamente preparada con la densidad apro-4 piada (5 x 10 células/ml ). 
4 
Al final de la prueba cada celdilla contenía 5 x 10 
células/ml , medio de cultivo especifico suplementado con SFB 
o ST 7 la substancia a ensayar. El volumen total fue de 200yil 
para cada celdilla. 
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Fig. 1 Esquema que representa la técnica de dilución 
utilizada para las pruebas de toxicidad en 
una placa de cultivo de 96 celdillas. 
T A B 
C O N P U E S T O S U I I L I 
T O X I C I D A D C E 
C O N P U B S T O 
1 TRIOXIDO DE ARSENICO 
2 CLORURO DE MERCURIO II 
3 SULFATO DE TALIO 
4 CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL 
5 BITARTRATO DE NOREPINEFRINA 




10 PENTOBARBITAL SODICO 
11 HIDRATO DE CLORAL 
12 BARBITAL SODICO 
13 SULFATO DE ATROPINA 
14 BROMUDRATO DE ESCOPOLANINA 
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Z A D O S P A R A E V A L U A R 
U L A H I N V I T R O 
G R U P O 
M E T A L E S 
S I N P A T I C O M I H B T I C O S 
X A N T I M A S 
H I P N O T I C O S 
A H T I C O L I H E R G I C O S 
A L C O H O L E S 
Las placas de cultivo fueron cubiertas con su tapa, selladas 
con cinta adhesiva y se les rotuló con la hora, fecha de sem-
brado, ncriire y pasaje de la línea celular. Posteriormente las 
placas fueron incubadas a 37°C. 
Se consideraron dos tiempos de incubación para la evaluación 
de la toxicidad de las substancias: 24 h y 7 días (168 h). 
A las 24 b de incubación las células sembradas en las placas 
de cultivo fueron revisadas microscópicamente en un inver-
toacopio DI 35 (Cari Zeiss H.F.A.) con objetivos Ph 1 IQx, 20x 
y 32x. 
Los parámetros indicativos de citotoxicidad fueron: ausencia 
de adhesión celular al substrato y de propagación celular en 
el mismo, loe cuales fueron revisados en relación a cada 
una de las concentraciones ensayadas coa cada compuesto. 
Además de estos parámetros básicos se revisó la forma ce-
lular, integridad de membrana, aspecto del núcelo, presencia 
de vacuolas o granulaciones citoplasmaticas y franca lisie ce-
lular. 
Las placas fueron Incubadas nuevamente y se revisaron loe 
parámetros ya mencionados cada 24 h evaluando la evolución del 
daño hasta el 7a día. 
El daño evaluado microscópicamente a las 24 h y al 7* día fue 
expresado de la siguiente manera: las celdillas con el total 
de la población celular sembrada no adherida a el substrato, 
sin propagación celular, con aspecto redondeado igual a la 
suspensión inicialmente sembrada o bien con franca lisls ce-
lular, Aieron consideradas como celdillas con concentración ci 
to tóxica total (CT100). 
Las celdillas con el total de la población celular sembrada 
adherida a la placa de cultivo con aspecto fusiforme o polié-
drico y propagación celular igual a la de los controles fueron 
consideradas como celdillas con concentraciones no citotóxicas 
<CT0). 
Las concentrac iones citotóxicas cincuenta porciento de cada 
uno de loa compuestos fueron calculadas como el promedio geo-
métrico entre las concentraciones citotóxicas totales y las 
concentraciones no cito tóxicas evaluadas a las 24 h y a los 7 
días de incubación (27). 
El daño celular evaluado microscópicamente en base a adhesión 
y morfología celular fue corroborado con la realización de la 
prueba de captación del colorante azul de Tripano (11)« 
La revisión del pH del medio de cultivo se utilizó como paráme 
tro complementario para corroborar citotoxicidad en relación 
a los cambios de color del medio de cultivo (violeta-alcalino, 
amarillo-ácido) los cuales fueron registrados por el indicador 
de pH rojo fenol incluido en el mismo. 
Durante el desarrollo de las pruebas de toxicidad se tomaron 
microfotografias del daño producido por cada una de las suba 
tandas a diferentes concentraciones y tiempos en cada una 
de las líneas celulares. 
Las microfotografías fueron tomadas a través de una cámara 
Contax 139 Quartz, 35 mm. adaptada al invertoscopio IM-35; 
con objetivos Ph 1 20x y 32x; película Kodak Ektachrome ASA 
100. 
7.- Evaluación Estadística: 
Para comparar los valores de citotoxicidad en los dos tiempos 
de incubación en las diferentes líneas celulares se utilizó 
la prueba t de Student (40); se eligieron valores de p menor 
a 0.05 para indicar un nivel de significancia diferente. 
Las pruebas de toxicidad fueron repetidas al menos dos veces 
con cada uno de los compuestos en cada línea celular. 
1,- Características de las Soluciones 
La tabla 3 nuestra las concentraciones y el pH de las 
soluciones estándares preparadas con cada uno de los com-
puestos . 
Las concentraciones de los estándares fueron obtenidas en base 
a los resultados de varios ensayos preliminares tanto de 
solubilidad como de búsqueda del rango de toxicidad de 
las substancias en las diferentes líneas celulares. Todos los 
compuestos fueron solubles en agua libre de iones. 
La tabla 4 muestra el rango de concentraciones utilizadas con 
cada uno de los compuestos para la evaluación del grado de 
citotoxicidad de los mismos en las diferentes líneas ce-
lulares. 
2.— Observaciones Morfológicas 
Las figuras 2A - 7A muestran el aspecto celular no*'nal 
observado por revisión microscópica en las celdillas con-
trol de las líneas celulares de hígado, pulmón, intesti-
no, piel, riñon y corazón de rata después de 24 h <f 7 días 
de incubación. En todos los casos se observó una buena adhe-
sión celular la cual se inició desde las 3 h posteriores 
al sembrado de las mismas. El aspecto celular fue poliédrico o 
fusiforme con propagación celular y tendencia a la formación 
de monocapa. En la revisión microscópica efectuada a las 24 
T A B L A 3 
C A R A C T E R I S T I C A S DE L A S S O L U C I O N E S E M P L E A D A S 
COMPUESTO CONCENTRACION pH 
«g/sl* 
1 TRIOXIDO DE ARSENICO 1 6 
2 CLORURO DE MERCURIO II 0.2 7 
3 SULFATO DE TALIO 4 7 
4 CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL 6 3.7 
5 BITARTRATO DE NOREPINEFRINA 6 3.5 
6 BITARTRATO DE EPINEFRINA 6 3.5 
7 TEOFILINA 4.5 4.6 
8 PENTOXIFILINA 30 6.4 
9 CAFEINA 33 5 
10 PENTOBARBITAL SODICO 20 10 
11 HIDRATO DE CLORAL 10 6 
12 BARBITAL SODICO 40 11.2 
13 SULFATO DE ATROPINA 6 4.5 
14 BROWIIDRATO DE ESCOPOLAMINA 6 5 
15 METILBROMURO DE HOMATROPINA 60 4.5 
15 PROPANOL 39.5 7 
16 ETANOL 39.5 9 
17 METANOL 39.5 8 
• Solvente: agua libre de iones. 
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h o el 7' día de incubación en las celdillas en las cuales 
las concentraciones utilizadas fueron citotÓxicas (CT^), la 
adhesión a la placa de cultivo fue nula, no se presentó propa-
gación celular ni tendencia a la roruación de mociocapa. Las cé 
lulas expuestas a dichas concentraciones estaban desprendidas 
del substrato, con forma redonda, microcitosis o bien con fran 
ca lisis celular (Figs. 2B — 7B). En estos casos la prueba de 
azul de triparto corroboró la muerte celular evaluada por 
falta de adhesión al substrato. Al realizar la prueba se 
observó captación del colorante por todas las células des-
prendidas (Fig. 8). 
Dos compuestos produjeron un importante fenómeno de vacuoliza-
ción celular; éstos fueron el sulfato de tallo y el bromhidra 
ta de escopolamina. La vacuolización se presentó en todas 
las líneas celulares expuestas a las concentraciones citoto-
xicas de dichos compuestos y su extensión fue directamente pro 
porcional al tiempo de exposición. Después de 24 h de incuba-
ción la mayoría de las células habían desarrollado una o va-
rias vacuolas centrales, redondas o irregulares las cuales ge-
neralmente se iniciaron en el área perinuclear y gradualmente 
aumentaran de tamaño desplazando al núcleo hacia la periferia. 
Esto pudo ser claramente observado a las 48 h tiempo en el 
cual en algunas células el área vacuolar excedió una tercera 
parte del área celular total (Fig. 9). 
Fig. 2 A: Aspecto normal de la línea celular de piel de 
rata FR, (32x). 
B: Reacción celular después de 24 h de incubación 
con 3333 ^ ig/ml (CT^^) de pentobarbital sódico. 
Fig. 3 A: Aspecto normal de la línea celular de pulmón 
de rata L-2, (32x). 
B: Reacción celular después de 24 h de incubación 
con 12 up/ml (CT ) de bitartrato de epinefri-
~ 100 
Fig. 4 A: Aspecto normal de la línea celular de intestino 
de rata IEC, (32x). 
B: Reacción celular después de 24 h de incubación 
con 5000 yjg/nil (CT^^) de pentoxifilina. 
* \\ • 
Fig. 5 A: Aspecto normal de la línea de hígado de rata 
C—9, (32x). 
B: Reacción celular después de 7 días de incuba-
ción con 74 ^Lig/ml (C1"100) de sulfato de talio. 
Fig. 6 A: Aspecto normal de la línea celular de corazón 
de rata H9c2, (32x). 
B: Reacción celular después de 7 días de incuba-
ción con 3.7 ^ ig/ml (CT100) de cloruro de 
mercurio. 
Fig. 7 A: Aspecto normal de la línea celular de riñon de 
rata NRK-52E, (32x). 
B: Reacción celular después de 7 días de incuba-
ción con 74 ^ ug/ml ( c t 1 0q) d® sulfato de talio. 
Fig. 8 Captación del colorante azul de tripano por las 
células de la linea de hígado de rata C—9 expues-
tas a 74 ^jg/ml de sulfato de tal i o durante 24 h 
(32x). 
Fig. 9 Vacuolización observada en la línea celular de 
riñon de rata NRK-52E después de 48 h de incu-
bación con 24yjg/ml de sulfato de talio. 
3.- Grado de Citotoxicidad de loa Compuestos 
Las tablas 5-10 nuestran las concentraciones C t ^ 7 CT^ obte-
nidas para cada una de las lineas celulares después de 24 h y 
7 días de exposición a los diferentes coapuestos• Las concen-
traciones CT„ para las 24 h y el 7* día fueron obtenidas a 
50 
partir de estos datos {CT^^, CT^) y se utilizaron para coov»a-
rar el grado de citotoxicidad de los diferentes compuestos. 
Las concentraciones citotóxicas de cada uno de los compuestos 
evaluados fueron muy diferentes entre sí; encontrándose valo-
res de de menos de 10 ^ig/ml para algunos compuestos y has 
ta de 25 mg/ml para otros. La secuencia encontrada en el grado 
de citotoxicidad de los 19 compuestos evaluados fue la mí nrnn 
en todas las líneas celulares utilizadas (Tabla 11). 
El trióxido de arsénico y el cloruro de mercurio del grupo de 
metales y los compuestos del grupo de los simpáticomiméticos 
(Nrs. 4, 5 y 6) fueron los más citotóxicos. Las concentracio-
nes requeridas para producir cito toxicidad (CT^) con estos 
compuestos fueron menores a 10 ^ig/ml tanto para las 24 h 
para el 7* día de exposición celular a los mismos. 
El rango de concentraciones citotóxicas para el sulfato de ta-
llo, sulfato de atropina y el bromhidrato de escopolamina füe 
de 100 a 300yig/al para las 24 b y de 10 a 300^ig/ml para el 
7° día siguiendo estos compuestos en el orden de secuencia de 
toxicidad en todas las líneas celulares. 
VALORES DS CITOTOXICIDAD (jig/ml) EN LA LINEA CELULAR DE 
HIGADO DE RATA C-9* 
24 h 168 h 
COMPUESTO C T 1 0 0 CTq C T ^ CTQ 
TRIOXIDO DE ARSENICO 2 O. 68 0.68 0. 22 
CLORURO DE MERCURIO II 3.7 1. 2 3.7 1. 2 
SULFATO DE TALIO 666 24 24 8 
CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL 4 1. .3 4 1. 3 
BITARTRATO DE NOREPINEFRINA 12 4 12 4 
BITARTRATO DE EPINEFRINA 12 4 12 4 
TEOFILIfíA 2269 756 756 84 
PEKTOXIFILINA 5000 555 555 61 
CAFEINA 5553 617 617 205 
PENTOBARBITAL SODICO 3333 123 1111 41 
HIDRATO DE CLORAL 1666 833 833 277 
BARBITAL SODICO 20000 740 20000 740 
SULFATO DE ATROPINA 333 37 111 37 
BROKHIDHATO DE ESCOPOLAMINA 1000 111 1000 111 
KETILBROMURO DE HOMATROPINA 30000 3333 10000 1111 
PROPANOL 14630 4876 14630 4876 
ETANOL 43890 4876 43890 4876 
METANOL 43890 4876 43890 4876 
* American Type Culture Collection 
VALORES DE CITOTOXICIDAD (jig/ml) EN LA LINEA CELULAR DE 
PULMON DE RATA L-2 * 
24 h 168 h 
COMPUESTO CT 100 C To CT 100 C To 
TRIOXIDO DE ARSENICO 6 0.68 2 0.68 
CLORURO DE MERCURIO II 3.7 1.2 3.7 1.2 
SULFATO DE TALIO 666 24 74 8 
CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL 12 4 12 4 
BITARTRATO DE NOREPINEFRINA 12 4 12 4 
BITARTRATO DE EPINEFRINA 12 4 12 4 
TEOFILINA 2269 756 756 84 
PENTOXIFILINA 5000 555 555 61 
CAFEINA 5553 1851 1851 205 
PENTOBARBITAL SODICO 3333 123 370 41 
HIDRATO DE CLORAL 1666 833 833 277 
BARBITAL SODICO 20000 740 20000 740 
SULFATO DE ATROPINA 333 37 111 37 
BROMHIDRATO DE ESCOPOLAMINA 1000 111 1000 111 
NETILBROMURO DE HOMATROPINA 30000 3333 10000 1111 
PROPANOL 14630 4876 14630 4876 
ETANOL 43890 4876 43890 4876 
METANOL 43890 4876 43890 4876 
* American Type Culture Collection 
VALORES DE CITOTOXICIDAD <jig/ml) EN LA LINEA CELULAR DE 
INTESTINO DE RATA IEC-2* 
24 h 168 h 
COMPUESTO C Tioo " o crioo CT 0 
TRIOXIDO DE ARSENICO 2 0.68 0.68 0.22 
CLORURO DE MERCURIO II 3.7 1.2 3.7 1.2 
SULFATO DE TALIO 666 24 74 8 
CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL 12 4 12 4 
BITARTRATO DE NOREPINEFRINA 12 4 12 4 
BITARTRATO DE EPINEFRINA 12 4 12 4 
TEOFILINA 2269 756 756 84 
PENTOXIFILINA 5000 555 555 61 
CAFEINA 5553 617 617 205 
PENTOBARBITAL SODICO 3333 123 1111 41 
HIDRATO DE CLORAL 1666 833 833 277 
BARBITAL SODICO 20000 740 20000 740 
SULFATO DE ATROPINA 333 37 111 37 
BROMHIDRATO DE ESCOPOLAMINA 1000 111 1000 111 
METILBRONURO DE HONATROPINA 30000 3333 10000 1111 
PROPANOL 14630 4876 14630 4876 
ETANOL 43890 14630 43890 14630 
METANOL 43890 14630 43890 14630 
* American Type Culture Collection 
VALORES DE CITOTOXICIDAD EN LA LINEA CELULAR DK 
PIEL DE RATA FR* 
24 h 168 h 
COMPUESTO CT 100 C T o C Tioo CT 0 
TRIOXIDO DE ARSENICO 2 0. 68 0.68 0. 22 
CLORURO DE MERCURIO II 3. 7 0. 4 3.7 0. .4 
SULFATO DE TALIO 666 24 24 8 
CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL 4 1. 3 4 1. 3 
BITARTRATO DE NOREPINEFRINA 12 4 12 4 
BITARTRATO DE EPINEFRINA 12 4 12 4 
TEOFILINA 2269 756 756 84 
PENTOXIFILINA 5000 555 555 61 
CAFEINA 5553 617 617 205 
PENTOBARBITAL SODICO 3333 123 1111 123 
HIDRATO DE CLORAL 1666 833 833 277 
BARBITAL SODICO 20000 740 20000 740 
SULFATO DE ATROPINA 333 37 111 37 
BROMHIDRATO DE ESCOPOLAMINA 1000 111 1000 111 
METILBROMURO DE HONATROPINA 30000 3333 30000 3333 
PROPANOL 14630 4876 14630 4876 
ETANOL 43890 4876 43890 4876 
METAMOL 43890 4876 43890 4876 
* American Type Culture Collection 
VALORES DE CITOTOXICIDAD (^g/nil) EH LA LINEA CELULAR DE 
RIÑON DE RATA NRK-52E* 
24 h 168 h 
CONPUESTO CT 100 C To C Tioo CT l 0 
TRIOXIDO DE ARSENICO 2 0.68 0.68 0. 22 
CLORURO DE MERCURIO II 3.7 0.4 3.7 0. 4 
SULFATO DE TALIO 666 24 74 8 
CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL 12 4 12 4 
BITARTRATO DE NOREPIKEFRINA 12 4 12 4 
HITARTRATO DE EPINEFRINA 12 4 12 4 
TEOFILINA 2269 756 756 84 
PENTOXIFILINA 5000 555 555 61 
CAFEINA 5553 617 617 205 
PENTOBARBITAL SODICO 3333 123 1111 41 
HIDRATO DE CLORAL 1666 833 833 277 
BARBITAL SODICO 20000 740 20000 740 
SULFATO DE ATROPINA 333 37 111 37 
BROMHIDRATO DE ESCOPOLAMINA 1000 111 1000 111 
METILBROMURO DE HOMATRQPINA 30000 3333 10000 1111 
PROPANOL 14630 4876 14630 4876 
ETANOL 43890 4876 43890 4876 
METANOL 43890 4876 43890 4876 
* American Type Culture Collection 
VALORES DE CITOTOXICIDAD (^Xg/ml) EN LA LINEA CELULAR DE 
CORAZON DE RATA H9c2* 
24 b 168 h 
CONPUESTO C T1Ü0 C T o C Tioo C T o 
TRIOXIDO DE ARSENICO 6 0.68 2 0-6Í 
CLORURO DE MERCURIO II 3.7 0.4 3.7 0.4 
SULFATO DE TALIO 666 24 74 8 
CLORHIDRATO DE ISOPROTERENOL 12 1.3 12 1.3 
BIT ART RATO DE NOREPINEFRINA 12 4 12 4 
BITARTRATO DE EPINEFRINA 12 4 12 4 
TEOFILINA 2269 756 756 84 
PENTOXIFILINA 5000 555 555 61 
CAFEINA 5553 617 617 205 
PENTOBARBITAL SODICO 3333 123 1111 123 
HIDRATO DE CLORAL 1666 833 833 277 
BARBITAL SODICO 20000 740 20000 740 
SULFATO DE ATROPINA 333 37 111 37 
BROMHIDRATO DE ESCOPOLAKINA 1000 111 1000 111 
METILBROMURO DE HGHATROPINA 30000 3333 10000 1111 
PROPANOL 14630 4876 14630 4876 
ETANOL 43890 4876 43890 4876 
METANOL 43890 4876 43890 4876 
* Anerican Type Culture Colection 
Par« los compuestos del grupo xantinas (teofilina, pentoxifili 
na 7 cafeína) e hipnóticos (pentobarbital, hidrato de cloral y 
barbital) el rango de concentraciones cito tóxicas fue de 
1000 a 4000^ig/ml para las 24 h y de 180 a 4000 ^ ig/nl para el 
7" día. 
Los compuestos menos citotóxicos en todas las líneas celulares 
füeron el metilbromuro de homatropina y los alcoholes (propa 
nol, etanol y metanol) para los cuales el rango de concentra-
ciones cito tóxicas fueron de 10,000 a 25,000^jg/ml para las 24 
h y de 3000 a 25,000 ^ig/bl para el 7a día. 
4.- Tiempo de Exposición Celular y Cito toxicidad de los Compuestos 
El comportamiento de citotoxicidad de los compuestos en rela-
ción al tiempo de exposición celular fue el mismo para todos 
los tipos celulares utilizados. Los compuestos lt 3, 7, 8, 9 
10, 11, 13 y 15, mostraron tener un incremento en su citotoxi-
cidad en relación al tiempo de exposición (Tabla 11). Todas 
las líneas celulares mostraron ser más sensibles a dichos com-
puestos a partir de las 72 h de incubación con los mismos. En 
este tiempo pudo observarse que las celdillas que tenían con-
centraciones que no habían producido daño celular a las 24 h 
ya presentaban desprendimiento de la población celular del 
substrato a las 72 h. 
El aumento de toxicidad celular de estos compuestos oí rela-
ción al tiempo de exposición se manifestó en forma evidente al 
comparar las concentraciones requeridas para producir citoto-
xicidad al 7* día las cuales fueron signi fi cativamente señores 
que las requeridas a las 24 h. 
El resto de los compuestos (Nos. 2, 4, 5, 6, 12, 14, 16, 17 j 
18) no mostraron incremento en su toxicidad al aumentar el 
tiempo de incubación con los mismos. En estos casos no hubo 
diferencia significativa entre las concentrad Mies citotóxicas 
de 24 h y del 7* día. 
5.- pH del Medio de Cultivo y Citotoxicidad 
Se observó «na buena correlación entre el daño celular 
evaluado microscópicamente y el daño evaluado por los cambios 
de color del medio de cultivo en relación al pH del mismo al 
7" día. 
El pH del medio de cultivo en las placas que tenían de O a 24 
h de incubación fue alcalino (color violeta) en todas las cel-
dillas (Fig. 10). Al 7" día de incubación el pH fue ácido (co-
lor amarillo) en las celdillas control así como en las celdi-
llas expuestas a concentraciones que permitieron el crecimien-
to celular (no citotóxicas); mientras que en las celdillas ex-
puestas a concentraciones C T ^ , el pH al 7* día füe alcalino 
corroborando el daño evaluado microscópicamente en dichas cel-
dillas (Fig. 11). 
6.— Comparación de las Concentraciones C T ^ de los 18 Cosmes tos 
en las Diferentes Líneas Celulares. 
Para la mayoría de los compuestos no hubo diferencia signifi— 
cativa en los valores de cito toxicidad (CT-.) obtenidos en SO 
las diferentes líneas celulares. Once de los 18 compuestos eva 
luados (Nos. 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15 y 16), presen-
taron el ni sao valor de CT„en las seis lineas celulares tanto so 
en las concentraciones cito tóxicas de 24 h como las del 7° día 
(Tabla 11). Para 5 de los expuestos (Nos. 1, 2, 3, 17 y 18) 
la diferencia en los valores de CT fue de un rango de 0.6 a íw 
0.7 veces la dosis cito tóxica la cual se consideré oo signifi-
cativa. 
Solamente 2 de los coques toa evaluados presentaron una dife-
rencia en el orden de magnitud de dos veces menos la concen-
tración citotóxica, éstos fueron el clorhidrato de isoprote-
renol y el pentobarbital sódico. En el caso del clorhidrato 
de isoproterenol éste fue 2 veces más tóxico para las líneas 
celulares de hígado y piel para las cuales se requirió 
de . una concentración 2 veces menor para producir la 
muerte celular en relación a las otras líneas celulares. 
El pentobarbital sódico fue 2 veces más tóxico para la línea 
celular de pulmón; en este caso la diferencia se presentó 
solo en la concentración cito tóxica del 7° día, mientras 
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Fig. 10 Aspecto del color del medio de cultivo 
(pH alcalino) en una placa después de 
24 h de incubación. 
Fig. 11 Aspecto del color del medio de cultivo de una placa 
al 7o día de incubación en la cual el compuesto eva 
luado en las líneas 1-5 fue tóxico en la concentra-
ción de las celdillas B y el compuesto de las lí-
neas 8-12 en la concentración de las celdillas E en 
las cuales se observó un color violeta (pH alcalino) 
En las celdillas con color amarillo (pH ácido) la 
morfología celular fue normal. 
Los resultados de citotoxicidad mostraron que todas las líneas 
celulares utilizadas en este estudio presentaron una respuesta de 
susceptibilidad semejante hacia la mayoría de los compuestos eva-
luados. Estos compuestos pueden ser clasificados en tres gru-
pos de acuerdo a la actividad citotóxica encontrada en las 
seis líneas celulares: 
1.— Compuestos con poca citotoxicidad: CT de 1000 a 10,000 
jig/ml o más. 
2.— Compuestos con citotoxicidad media: C T ^ de 100 a 1000^ig/ml. 
3.- Compuestos altamente citotóxicos: C T ^ de 1 a 10^ig/ml. 
Es importante señalar que la clasificación de los compuestos en 
estos grupos pudo ser obtenida de igual manera con cualquiera 
de las líneas utilizadas. Un ejemplo de esto es que el trióxido 
de arsénico, el cloruro de mercurio y los simpáticomiméticos fue-
ron los compuestos más citotóxicos en todas las líneas celulares 
mientras que los alcoholes fueron los menos citotóxicos en to-
dos los casos. 
La comparación de los valores de C T ^ obtenidos en este estudio 
mostró que para once compuestos el grado de acción citotóxica 
fue el mismo en las diferentes líneas celulares por lo cual los 
valores de C T „ de estos compuestos fueron iguales en todas las 
líneas. 
Para cinco de los compuestos la diferencia encontrada no fue 
importante (rango 0.6-0.7) y solamente 2 compuestos presentaron 
una diferencia en el orden de magnitud de 2 veces menos la dosis 
citotóxica; éstos fueron el clorhidrato de isoproterenol el 
cual fue nás tóxico para las líneas celulares de hígado y piel 
y el pentobarbital sódico para el cual la línea celular de pulmón 
fue dos veces mas sensible. Vale la pena considerar en estos 
dos cosos si en un rastreo de toxicidad una diferencié de esa mag-
nitud es o no importante ya que permitió de igual manera situar la 
acción citotóxica de estos dos compuestos en el rango que lo hicie 
ron las otras líneas celulares, lo cual no hubiera sido posible 
de haber existido una diferencia del orden 10, 20 o aún mayor lo 
que nos hubiera orientado a pensar en una probable toxicidad 
selectiva. 
Alguno» autores han planteado en relación a la semejanza en la 
susceptibilidad de diferentes líneas celulares in vitro la posi-
bilidad de que las células después de haber sido cultivadas bajo 
condiciones ambientales y de crecimiento semejantes, sufran modi-
ficaciones que las lleven a convertirse a un tipo celular común 
con propiedades biológicas similares que las hagan igualmente 
vulnerables (26). 
En relación a la utilización de diferentes periodos de incuba-
ción para la determinación de cito toxicidad in vi tro se observó 
que éste es un factor que puede revelar algunos datos preliminares 
referentes a la acción citotóxica de un compuesto. En este estudio 
la valoración de la cito toxicidad tanto a las 24 h como al 7* día 
de incubación mostró que para un grupo de nueve coapuestos hubo 
un incremento en su toxicidad al aumentar el tiempo de exposi-
ción celular a los minos, mientras que para el resto de los com-
puestos las concentraciones cito tóxicas de 24 h y del 7* día frie-
ron iguales; estos datos podrían sugerir un comportamiento dife-
rente de estos dos grupos de compuestos in vivo. 
Al respecto se ha planteado la posibilidad de que los coa-
puestos que presentan wia mayor toxicidad al aumentar el tiempo de 
exposición celular in vi-faro puedan tener ima tendencia a la 
producción de daño acumulativo, mientras que los que presentan 
la misma toxicidad en diferentes tiempos de incubación pudieran 
tener una penetración celular rápida o bien una acción celular 
directa (41). 
La acción cito tóxica de los dos grupos de compuestos en relación 
al tiempo de exposición celular fue representada de igual manera 
por todas las líneas celulares utilizadas. 
La semejanza en los valores de CT_A obtenidos en las diferentes 5o 
líneas celulares para la mayoría de los co^mestos evaluados 
ai este estudio sugiere la posibilidad de que todas tengan un po-
tencial similar para su utilización en el rastreo de toxici-
dad de substancias in vi tro independientemente del órgano de 
origen. 
De acuerdo a estos resultados se propone que una o dos lineas 
celulares benignas sean suficientes para representar la posi-
ble toxicidad de un compuesto hacia otras lineas celulares be-
nignas de la misma especie y que por lo tanto no sea necesario 
el mantenimiento de baterías de líneas celulares provenientes de 
diferentes órganos, lo cual resulta mas costoso. 
Se sugiere por otro lado que cuando el interés particular en rela-
ción a un coapuesto sea el conocimiento de su posible actividad se 
lectiva se considere la utilización de cultivos celulares prima— 
rios. 
La utilización de este tipo de pruebas de rastreo de toxicidad de 
substancias in vitro presenta la ventaja de poder evaluar un núme-
ro de nuestras grande en poco tiempo y permite además identificar 
y separar a los compuestos altamente cito tóxicos de los ooopuestos 
con baja probabilidad de toxicidad, asi como la posibilidad de dis 
minución en el número de animales utilizados en las pruebas de to-
xicidad in vivo (42). Al respecto la comparación de los valores de 
citotoxicidad in vitro (CT__ mg/L) obtenidos en este estudio con — 50 
los datos de toxicidad in vivo (DL mg/Kg en rata) reportados en •jU 
la literatura (43-45) mostró que para algunos coapuestos hubo una 
buena correlación entre éstos dos valores, mientras que para otros 
no hubo correlación aparente (Tabla 12). 
La valoración de la posible utilidad de los datos de toxicidad 
in vitro en la predictividad de toxicidad in vivo será motivo de 
otro estudio en el que se deberá considerar la farmacocinética y 
biodisponibilidad de los compuestos evaluados. 
COMPARACION DE CITOTOXICIDAD IN VITRO ( C T 5 Q ) CON 
LOS VALORES DE TOXICIDAD IN VIVO (DL-n) 
COMPUESTO 
SULFATO DE ATROPINA 
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* Valorea de C T ^ obtenidos al 7a día de incubación celular 
in vitro. 
** La contaración se efectuó solo para los coapuestos con valores 
de IV O IP (en rata) reportados en la literatura; sin em-
bargo para algunos coapuestos (a) se observó que hubo aejor co 
rrelación aparente con la D L ^ vía oral o subcutánea. 
C O N C L U S I O N E S 
Las lineas celulares benignas prevenientes de diferentes órga-
nos de rata utilizadas en este estudio presentaron una suscep-
tibilidad semejante para la mayoría de los compuestos evalua-
dos independientemente del órgano de origen. 
Se propone que el uso de una o dos lineas celulares benignas 
provenientes de órganos blanco de la mayoría de los conpuestos 
como lo son el hígado y el pulmón sean suficientes para repre-
sentar el potencial tóxico de un coapuesto hacia otras líneas 
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